Effects of benzo(a)pyrene,tributyltin and their mixture on activities of phenoloxidase in Sebastiscus marmoratus by 刘睿智 et al.
第 26卷 　第 4期 海 洋 环 境 科 学 Vol. 2 6 , No . 4





(厦门大学 生命科学学院 ,福建 厦门 361005)
摘　要 : 以褐菖鲉为材料 ,每周一次腹腔注射浓度为 0. 5 ×1026、1. 5 ×1026和 10 ×1026的苯并 ( a)芘 (BaP)、三丁基锡 ( TBT)
及两者的等比例混合物 ,观察鱼体肾脏、脾脏组织中酚氧化酶活力的变化。结果表明 ,实验浓度的这些持续有机污染物在短
期内对褐菖鲉肾脏、脾脏中的酚氧化酶活力有一定程度的诱导激活作用 ,随着暴露时间的延长 ,酶活力下降 ,联合暴露可能
会产生协同作用 ,毒性增强 ,诱发免疫毒性。
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Abstract: The aim of our experiment was to study the effect of phenoloxidase of kidney and sp leen on the activities of in Sebastiscus
m arm oratus. The abdom inal injections of benzo ( a) pyrene, tributyltin and their m ixture were weekly done. The results showed that
the following dose gradients of 0. 5 ×1026、1. 5 ×1026 and 10 ×1026 of body weight, the activities of phenoloxidase were induced during
p rophasic exposure, while reduced as the exposure continues. W hat’s more, benzo ( a) pyrene and tributyltin m ight corporate each
other in m ixture, enhance their immune toxicity.
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　　海洋污染问题引起人们越来越多的重视。其





洋环境 [ 1 ] ;有机锡最初用于聚氯乙烯 ( PVC)的稳
定剂 ,后来用作杀虫剂 ,自有机锡的防污特性被发
现后 ,应用越来越广泛 ,同时也对海洋非目标生物
造成严重危害 [ 2 ]。本试验所选用的苯并 ( a)芘
[ benzo ( a) pyrene, BaP ]是典型的具有强致癌性的
多环芳烃 ,三丁基锡 ( tributyltin, TBT)是有机锡中
应用的比较广泛的一种。
酚氧化酶 (phenoloxidase, PO)或称酪氨酸酶 ,
1917年由 B loch首次发现 ,人们已从多种动物体提
取纯化并进行了鉴定 [ 3 ]。当外来物入侵时 ,酚氧化
酶原被激活成酚氧化酶 ,在外来物周围沉积形成黑




椎动物血淋巴中的酚氧化酶已有大量研究 [ 4～6 ] ,但
对鱼类酚氧化酶研究较少 [ 7～9 ]。本文以褐菖鲉
(Sebastiscus m arm oratus)为试验材料 ,研究腹腔注
射 BaP、TBT及两者混合物对褐菖鲉酚氧化酶活性
的影响 ,为了解有机污染物对海洋鱼类免疫机能的
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机 , UV300紫外 /可见分光光度计 , BaP、L2dopa购
自 Sigma公司 , TBT购自 Fruka公司 ,其余试剂为
国产市售产品。
1. 2　试验动物和暴露条件
褐菖鲉采于福建厦门海域 ,体质量 28～48 g,
体长 7～12 cm。实验鱼先在清洁沙滤海水中暂
养 7 d,用充气机连续充气 ,随后进行慢性污染实
验。将 BaP、TBT及两者的等质量混合物用橄榄
油配制成 0. 5 ×1026、1. 5 ×1026和 10 ×1026的储备
液 ,避光于 4 ℃保存。然后随机每 30尾鱼分组 ,
称取个体质量 ,按 1 mL /kg(相当于 0. 5 ×1026、1. 5
×1026和 10 ×1026 )进行腹腔注射。对照组 1 mL /
kg比例根据个体质量注射橄榄油。每隔 6 d重复
注射 1次 ,共注射 8次。每隔 1 d投喂新鲜文蛤
(M eretrix m eretrix)一次 ,并于投喂后 2 h清除食物
残渣 ,更换清洁海水。取样前 3 d停止喂食。饲
养期间水温 12～16 ℃,盐度 22～24。
1. 3　取样和样品预处理
污染实验开始后的第 7、14、28、56 d采样 ,分
离出脾脏和肾脏 ,加 4倍体积 ( kg/L )预冷匀浆液
(用 0. 01 mol/L的 tris2HCl配置成 1. 15%的 KCl
溶液 , pH = 7. 4) ,于玻璃匀浆器中匀浆 ,然后立即
离心 (10 000 r/m in, 4 ℃, 30 m in) ,取上清液用于
测定酶活性。
1. 4　酚氧化酶活力测定
以 L2dopa为底物 ,参照 A shida[ 10 ]的方法进
行。将 0. 1 mol/L、pH = 6. 0的磷酸钾盐缓冲液
与 0. 01 mol/L的 L2dopa 100μL于室温下混匀 ,
每隔 2 m in测定其光密度值 A490 ,以 A490对反应时
间作图 ,以试验条件下每分钟 A490增加 0. 001为
一个酶活力单位。




值 ±标准误差 (mean ±SDE) 表示 ,组间数据用单尾
t2检验法进行比较 , p < 0. 05被认为有显著差异。
2　结果与讨论
实验过程中 BaP暴露 56 d 10 ×1026组全部死
亡 ; TBT暴露 14 d 10 ×1026组全部死亡 , 28 d时 5
×1026组全部死亡 ;两者联合暴露 14 d时 10 ×1026




化酶活性有所上升 , 14 d时酶活性最高 ,诱导激
活作用显著 , 5 ×1026、10 ×1026组酶活性分别达到
溶剂对照组的 2. 76和 2. 56倍 , 28 d酶活性下降 ,
与对照组基本相同 ,至 56 d时又有所回升。脾脏
酚氧化酶活性在开始的 7 d就显著诱导 , 10 ×1026
组达到溶剂对照组的 1. 87倍 ,此后慢慢降低。
图 3、4分别 TBT暴露对褐菖鲉肾脏、脾脏酚
氧化酶活性的影响。与对照组相比 ,肾脏的酚氧
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化酶活性增加。14 d时 0. 5、1 ×1026组酶活性诱
导显著。脾脏 0. 5 ×1026组 14 d时酶活性最高 ,是




露的 7、14 d,肾酚氧化酶活力增加 ,其中 7 d时
0. 5 ×1026组酶活性是对照组的 1. 57倍。28 d时
0. 5 ×1026酶活性是对照组的 2. 30倍 ,但是随着时





察到罗非鱼 (O reochrom is n iloticus)在腹腔注射 5
×1026、25 ×1026、50 ×1026的 BaP后 ,免疫组织细
胞结构受到损伤 [ 12 ] ;黑鲈 (D icen trarchus labrax )
注射 20 ×1026的 BaP后脾脏和肾脏的巨噬细胞吞
噬活性下降 [ 13 ]、腹腔注射 2 ×1026、20 ×1026、200
×1026的 BaP 后显著抑制日本青鳉鱼 (O ryzias
la tipes)淋巴细胞的增殖、吞噬细胞的活性等 [ 14 ]。
本实验结果表明 ,在腹腔注射 BaP后褐菖鲉脾
脏、肾脏的酚氧化酶活性均有一定程度的诱导 ,并







年虹鳟 (O ncorhynchus m yk iss)的脾脏和头肾细胞
暴露在含 TBT浓度为 50、500μg/L的细胞培养液
中其细胞活性受到抑制 [ 15 ]。Lee等研究指出 TBT
暴露会造成机体细胞膜损伤 ,而吞噬作用和呼吸
作用等都与膜刺激和信号转导有关 ,因而造成免
疫应答的削弱或减少 ,产生免疫毒性 [ 16 ]。本实验
从体液免疫因子酚氧化酶活性变化角度进行研
究 ,发现在注射 TBT后褐菖鲉肾脏的酚氧化酶活
性增加 ,低浓度 (0. 5 ×1026、1 ×1026 )在 14 d时对
褐菖鲉酚氧化酶活性产生了显著的诱导 ,而脾脏









对肾脏明显免疫抑制作用 ,而联合处理 56 d时 0.
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